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RESUMEN.

INTRODUCCION. En las Unidades de Cuidados intensivos Neonatales la sepsis
neonatal representa uno de los problemas de mayor impacto econdémico y con un
potencial elevado de desarrollo de muerte o secuelas severas en las funciones
respiratoria, neuroldgica y cardiovascular.

En el INPer la etiologia de la Sepsis neonatal en un 43-44 % (1,2) y hasta un 62% de
los casos de meningitis es debida a Staphylococcus coagulasa negativa, (1,2) debido a
que estos son causales de morbilidad en aquellos pacientes con enfermedades crénicas o

con estados de inmunosupresion.

Actualmente desde 1998 se utiliza a Vancomicina como principal opcién ante la
presencia de sepsis neonatal (3) cuando se tiene el aislamiento de Staphylococcus
coagulasa negativa (SCN) dada la emergencia de resistencia a meticilina reportada a
nivel mundial desde la década de 1960 (3,'4). La heteroresistencia es una caracteristica
distintiva de dicha resistencia a meticilina, (4) que ha sido ya reportada también a

Vancomicina por varios autores a nivel mundial.




En este patron el nivel de resistencia varia dependiendo de las condiciones del cultivo
encontrando un patrén heterogéneo de susceptibilidad y resistencia ante 8- lactamicos
siendo aquellas cepas resistentes a B- lactamasas cepas que tienden a desarrollar
alteraciones en la resistencia fenotipica por selecciéon de clonas mutantes altamente
resistentes, lo que le confiere la capacidad de crecer en presencia de altas
concentraciones de meticilina y actualmente de Vancomicina. (4)

OBJETIVO El objetivo del presente estudio fue realizar una blsqueda de
heteroresistencia a Vancomicina de cepas de Staphylococcus aisladas de pacientés con
diagndstico clinico de sepsis y valorar su repercusion clinica mediante su evolucién
posterior al inicio del tratamiento con el glucopéptido.

MATERIAL Y METODOS

Mediante la revision de expedientes se identificaron 182 pacientes con diagnéstico de
sepsis neonatal por SCN a partir del afio 2002 y hasta 2005, posteriormente se procedid
a recuperar las cepas viables de dichos pacientes y de estas se identificaron iinicamente
aquellas cuyo crecimiento se dio en forma pura (sin contaminante y correspondiente con
el aislamiento reportado) quedando 30 cepas viables y puras las cuales se inocularon en

placas de BHI con vancomicina a 4 pg/ml colocando un sensidisco de aztreonam de



30ug, incubandolas durante 48 horas, aquellas cepas que crecieron alrededor del disco
de aztreonam se tomaron para la prueba de estabilidad a vancomicina con diferentes
concentraciones (0,2,4,8 y 16ug de vancomicina) Se obtuvieron 2 con heteroresistencia
(crecimiento con 8pg de vancomicina).

La valoracién clinica se realizé mediante la revision de expedientes tomando en cuenta
los parametros propuestos por Bone para sepsis neonatal y se recabaron datos de estos
mismos parametros una vez iniciado el tratamiento con vancomicina.

RESULTADOS

El promedio de estancia hospitalaria previa al inicio de manifestaciones de sepsis fue de
16 dias, La fuente del aislamiento fue en 97% de hemocultivo central en 6% se obtuvo
ademds de hemocultivo aislamiento en liquido cefalorraquideo. Las variables
observadas con mayor frecuencia Acidosis metabdlica (50%), fiebre o hipotermia, la
presencia de bandemia (45.4%). Las variables que persistieron pese a mas de 72 hrs con

tratamiento de Vancomicina fueron bandemia, acidosis metabélica y distermias.




CONCLUSIONES.

Se demuestra tal como lo reporta la literatura mundial que el desarrollo de
heteroresistencia puede llevar al fracaso terapéutico con Vancomicina, es necesario
ampliar la muestra y determinar patrones de clonalidad ya que esto puede generar
resistencia primaria dentro del Instituto Nacional de Perinatologia que conlleve a un
cambio en el patrén de comportamiento clinico de>los pacientes con sepsis neonatal

intrahospitalaria.



INTRODUCCION
Los Staphylococcus Coagulasa Negativa (SCN) pertenecen a la familia de
Micrococacea, género Micrococcus,(5) es una bacteria ubicua, Gram positiva aerobia o
anaerobia facultativa, no capsulada, no esporulada, no moévil que se agrupa en
conglomerados en forma de racimo de uvas tétradas o en cadenas.

En el medio de cultivo forman colonias relativamente
grandes de 2 a 3 mm después de incubarlas a 350C durante 4 horas, o hasta 7 mm
después de 48 a 72 hrs de incubacién. Son opacas y convexas, de consistencia cremosa
o blanquecinas o con alguna gama de tonos amarillos, algunas cepas son capaces de
producir beta hemdlisis, varias colonias pequefias pudieran ser confundidas con ciertos
Estreptococos de los cuales se diferencia facilmente mediante mediante la prueba de la
catalasa la cual suele ser positiva, de manera contraria a lo que ocurre con los
Estreptococcus (5,6)
Se distinguen de S.aureus por la prueba de catalasa y su gran ubicuidad es debida a que
pueden sobrevivir en fomites durante semanas. Forman parte de la microbiota normal de
la piel, pero cuando se presenta un estado de inmunosupresién severo pueden

desarrollar infeccidn sistémica hasta 50-70% de los individuos colonizados por ellos.(4)



Los SCN s;)n los principales agentes bacterianos causantes
de infeccién neonatal de presentacidn tardia (edad mayor de 72 hrs) y por consecuencia
son causantes de infecciones intrahospitalarias en las UCIN. Son bacterias cuya
participacién como patdgenos en humanos se ha reconocido a través de los afios. En la
actualidad la infeccién por estas es uno de los principales problemas en las unidades de
cuidados intensivos pediétricos y centros hospitalarios en todo el mundo. El espectro
clinico de las infecciones causadas por SCN incluyendo los cuadros ocasionados por
cepas resistentes varfan de acuerdo al sitio de infeccién que se presenta, y al patrén de
resistencia antimicrobiana que dan como resultado tanto enfermedades leves como
graves (8,9,10,11)

Al menos la significancia clinica de SCN aislados de cultivos puede ser dificil de
determinar , los miembros de estas especies se han asociado con el incremento en el
numero de infecciones adquiridas intrahospitalariamente, el incremento en el uso de
maniobras invasivas , tales como catéteres y el incremento en el numero de pacientes
con inmunosupresion han contribuido a la infeccién por SCN. (8,9,43)

Existen al menos 20 especies de SCN que en ocasiones son considerados como un

grupo unico algunas especies son mas resistentes a los antimicrobianos usados que

otras.



La vancomicina es un agente importante para tratamiento en pacientes cuyos
aislamientos resultan resistentes a oxacilina sin embargo la disminucién en la

susceptibilidad de aislamientos de SCN a vancomicina, en particular limita las opciones
terapéuticas (12,13,14).En la actualidad, la importancia de SCN ademas del papel
primario como agentes de infeccién neonatal se debe a que han sido uno de los
responsables para la modificaciéon de los esquemas antimicrobianos utilizados en
diferentes zonas geograficas; debido a la resistencia a meticilina que se considera que va

del 60% al 71.7%, y que en su mayoria se brinda tratamiento con vancomicina.

Debido a la presencia de cepas resistentes a vancomicina algunas regiones geograficas
ha sido necesaria la regulacién en la prescripcién de glucopéptidos ya que en estudios
moleculares se han amplificado fenotipos de heteroresistencia de Staphylococcus
confirmando asf la existencia de estas cepas (15).

La vancomicina fue el primer antibidtico glucopéptido,y es el mas ampliamente usado,
tiene actividad principalmente contra bacterias aerobias Gram positivas. Es activa
contrai Staphylococcus aureus- sensibles y resistentes a oxacilina, SCN, Streptococcus, S.
pneumoniae sensibles y resistentes a ceftriaxona y contra Enterococcus incluyendo los

resistentes a gentamicina.



Cuenta con varios mecanismos de accién el pn’ncipal?s el
bloqueo fisico de los substratos mas importantes de la sintesis de la pared celular y
prohibe el proceso posterior de estos substratos a estadios posteriores de la biosintesis
de la pared celular: en particular los Staphylococcus tienen una acteilacién (16) en el
carbono 6 de dcido muramico, la amidacién de un alfa carboxilo y la unién de un puente
interpéptido de cinco residuos de glicina en el grupo amino de la posicién 3 de lisina
esto lo hace formando una “cadena” a la que por afinidad de un péptido con dichos
aminoécidos se une la vencomicina impidiendo la formacién completa de la misma.
Este péptido son moléculas D-ala D-ala y es el que impide los pasos de
transglucosilacién y transpeptidacién debido a que las enzimas no pueden interactuar
correctamente con el substrato bloqueado lo que resulta en una pared celular débil y
poco funcional lo que conduce a muerte celular bacteriana. (17)
En Enterococcus la vancomicina dafia la permeabilidad de membranas y la sintesis de
RNA en conjunto con la inhibicién de la formacién de peptidoglicano el componente
principal de la pared celular bacteriana, La resistencia a este glucopéptido en los
enterococos ocurre cuando se produce una enzima que modifica su sitio blanco
principal, cambiando de D-alanil-Dalanina a D-alanil- lactato. Existen genes de
resistencia denominados Van A, Van B, VanC y Van D como responsables de la

resistencia a glucopeptidos.



El gen Van A es el mas comun y afecta tanto a Vancomicina como a teicoplanina, este
gen de resistencia se localiza en un plasmido el cual tiene la funcién de sintetizar
precursores del peptidoglicano de la pared celular formando un pentapéptido en lugar de .
D-alanil-D-alanina, lo que ocasiona una pobre afinidad del glucopeptido hacia este
depsipeptido. El gen Van B afecta tUnicamente la actividad antibacteriana de
vancomicina y respeta la de teicoplanina. Este gen es transferible pero se encuentra en
el cromosoma bacteriano. El gen Van C es similar al anterior, ya que es transferible y el
ultimo Gen Gen D es raro que se observe y afecta ambos glucopéptidos. En la
actualidad la bisqueda de estos genes se ha hecho imperativa en cepas de especies de
Enterococcus mientras que en cepas de especies de Estafilococcus la presencia de tales
genes no ha sido reportada. (18-21).

Cuando se producen enzimas que modifican el sitio blanco de Vancomicina ocurre
resistencia a vancomicina, cambiando de D-alanil-Dalanina a D-alanil- lactato. Existen
genes de resistencia denominados Van A4, Van B, Van Cy Van D como responsables de
la resistencia a glucopeptidos. El gen Van A es el mas comun y afecta tanto a
Vancomicina como a teicoplanina, este gen de resistencia se localiza en un plasmido el
cual tiene la funcién de sintetizar precursores del peptidoglicano de la pared celular
formando un pentapéptido en lugar de D-alanil-D-alanina, lo que ocasiona una pobre

afinidad del glucopéptido hacia este depsipeptido.




El gen Van B afecta unicamente la actividad antibacteriana de vancomicina y respeta la
de teicoplanina. Este gen es transferible pero se encuentra en el cromosoma bacteriano.
El gen Van C es similar al anterior, ya que es transferible y el ultimo Gen Van D es raro
que se observe y afecta ambos glucopéptidos. En la actualidad la buisqueda de estos
genes se ha hecho imperativa en cepas de especies de Enterococcus mientras que en
cepas de especies de Staphylococcus 1a blisqueda de ellos no ha sido reportada. (18,-21).
La deteccidn de la resistencia a vancomicina de los Staphylococcus puede ser dificil al
igual que la resistencia a oxacilina por lo que ha incrementado la importancia clinica.
)
En Staphylococcus el mecanismo exacto de resistencia a vancomicina ain no se
" conoce, aunque luego de los estudios moleculares realizados por Hiramatsu (30) se cree
que la transferencia mediante plasmidos de estos genes de Enterococcus a
Staphylococcus sea la responsable
Heteroresistencia es un término acufiado para definir la presencia de una pequefia
fraccion de bacterias que en un cultivo muestran resistencia, una caracteristica que es
mediada cromosdémicamente en la que las células resistentes crecen mas lentamente que
las bacterias susceptibles. Una caracteristica es que ésta es mediada cromosémicamente.
Esta expresién heterogénea puede conducir a un error de muestreo que comprometa la

deteccidn de resistencia en el laboratorio
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Las cepas con heteroresistencia a Vancomicina particularmente son aquellas cepas que
in vitro desarrollan crecimiento en presencia de este antibiético a una concentracién de
8 a 16 pg/ml luego de haber sido sometidas a seleccién positiva con B-lactdmicos. Este
método tiene su fundamento en la resistencia encontrada a meticilina debido a que se
han encontrado mutaciones fenotipicas que les confieren resistencia a Staphylococcus
contra B-lactamicos por la transferencia de genes de alta resistencia a imipenem. (23 y
36)

La resistencia heterogénea puede ser deficiente en ausencia
o presencia de un factor critico en su via bioquimica, posiblemente en la sintesis de su
pared celular para.lo que es importante la funcién de PBP 2* la cual es una proteina
“extrafia”.Su afinidad difiere entre varios antibiéticos y existe resistencia cruzada ya que
existe una relacién entre la concentracién de farmaco que se une a PBP2a y la MIC
para la mayor parte de la poblacién bacteriana proporcionando alta efectividad a
algunos antibidticos estables a B- lactamasas. Sin embargo se ha demostrado que los
Staphylococccus pueden ser capaces de hidrolizar PBPs desarrollando ademas cepas
altamente resistentes una vez que se han expuesto a 8- lactamicos. (23-25)

Los genes desarrollados por Enterococcus (previamente
deséritos) tipo van han sido introducidos de manera experimental en Staphylococcus

siendo completamente funcionales, confiriendo resistencia a vancomicina.

11




Se ha observado que aquellas cepas que contienen el gen van A4 tienden al
adelgazamiento de la pared celular que se correlaciona con el incremento de las
concentraciones de Vancomicina, secuestrando moléculas de unién a vancomicina, lo
que disminuye su susceptibilidad a este antibiético (23, 25,36)

Aquellos aislamientos con disminucién en la susceptibilidad a glucopéptidos bajo
dichas condiciones se consideran cepas heteroresistentes. (22) Las células de
crecimiento in vitro en un cultivo que expresa resistencia a vancomicina pueden ser
dificiles de detectar usando métodos de susceptibilidad comunes, por esa razén los
SCN aislados y que se reportan con MICs a vancomicina de 8-16 mg/ml (intermedio)
son importantes para detectar la heteroresistencia. En la actualidad se han reportado
aislamientos de S. haemolyticus y S. epidermidis con disminucién a la susceptibilidad a
glucopeptidos. Los métodos de susceptibilidad convencionales no pueden detectar
aislamientos con SCN de susceptibilidad disminuida a glucopéptidos. La prueba de
Kirby Bauer (difusién en disco) y el método automatizado de MicroScan no pueden
detectar estos aislamientos (23). En algunas poblaciones, los patrones de
heteroresistencia a vancomicina se han asociado a fallas terapéuticas en UCIN (24-26)
y de manera anecddtica se ha reportado el tratamiento con esquemas potenciados con

rifampicina; tratando de disminuir la exposicién de los SCN a glucopéptidos. (25)
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Ademas se han demostrado por medio de electroforesis en campos pulsados un alto
porcentaje de clonas de alta virulencia y de clonas causantes del mayor porcentaje de las
infecciones mediante Mec A DNA (28,29). Estudios previos de tipificacion molecular
han revelado que 45% de SCN de un solo tipo de cepas causan septicemia (24). Los
datos reportados de heteroresistencia a vancomicina contrastan con las recomendaciones
de administracién profilactica de este antibidtico para evitar infecciones por SCN en
pacientes neonatos, ya que aparentemente disminuye la frecuencia de infeccién, sin
embargo, el impacto en la resistencia antimicrobiana, no puede ser valorada a priori.

Los SCN con disminucién en la susceptibilidad a
vancomicina y teicoplanina han limitado las opciones de tratamiento y requieren
precauciones en el control infeccioso para disminuir la transmisién y reducir las
infecciones (25).

El conocimiento oportuno de las caracteristicas de resistencia de los microorganismos
mas importantes causantes de sepsis neonatal en nuestro medio, esté justificado en el
uso cotidiano y constante de glucopéptidos en pacientes con infecciéon documentada o
sospecha de infeccién, lo que establece una exposicién constante de cepas a

glucopéptidos a cepas de SCN, por lo que si se establece la presencia de

13



heteroresistencia y con esta la necesidad de nuevas alternativas para el tratamiento o de

un control estricto en la administracién de este antibidtico puede estar indicado(26)

A nivel mundial los estudios con bisqueda de heteroresistencia han reportado del 4 a

6% de cepas de SCN con heteroresistencia atribuyéndose una mortalidad de hasta el

14% de los casos neonatales con diagnéstico de sepsis. (29-37)
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

(Existird heteroresistencia a Vancomicina en las cepas de Staphylococcus provenientes

de recién nacidos sépticos internados en UCIN en el Instituto Nacional de

Perinatologia?
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JUSTIFICACION

Los SCN representan un 41.3% del total de los agentes etioldgicos de Sepsis
intrahospitalaria encontrados en la UCIN del Instituto Nacional de Perinatologia;
cuentan con alto potencial de diseminacién debido a que forman parte de la microbiota
normal de la piel y de los microecosistemas hospitalarios. En nuestro medio las cifras
de pacientes afectados sobrepasan incluso los reportes de otras instituciones mexicanas,
donde la mayor frecuencia de agentes infecciosos corresponden a enterobacterias. (2)
Basados en el patrén de resistencia a meticilina, la opcién terapéutica son los
glucopéptidos que es el justificante para realizar el cambio de antibidticos una vez que
se sospecha de infeccién nosocomial, ademés de que son agentes ya reconocidos como
causa de choque séptico en los neonatos presentando una elevada frecuencia de
morbimortalidad asociada asi como secuelas posteriores.

Se han reportado a nivel mundial cepas de Staphylococcus
resistentes a Vancomicina desde 1997.(36,37,38) Dado que la opcién terapéutica en
estos casos es reducida a dicho glucopéptido es importante conocer el cémportamiento
de las cepas provenientes de hemocultivos de pacientes sépticos y valorar su potencial
de desarrollo de heteroresistencia para prevenir la diseminacion intrahospitalaria de

estos agentes.(39,40,41)
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En el INPer la etiologia de la Sepsis neonatal en un 43-44
% (1,2) y hasta un 62% de los casos de meningitis es debida a Staphylococcus
coagulasa negativa, debido a que estos son causales de morbilidad en aquellos pacientes

con enfermedades crénicas o con estados de inmunosupresion. (42,43)

Actualmente desde 1998(se utiliza a Vancomicina como principal opcién ante la
presencia de sepsis neonatal cuando se tiene el aislamiento de Staphylococcus

coagulasa negativa dada la emergencia de resistencia a meticilina reportada a nivel

mundial desde la década de 1960. (45-50)
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OBJETIVOS.
1. Conocer si existen cepas de SCN heteroresistentes a Vancomicina en la UCIN
del INPer
2. Conocer si la evolucion clinica de pacientes infectados con cepas
heteroresistentes es diferente en comparacién a los SCN susceptibles a

vancomicina.

18




HIPOTESIS.

Existe un reporte a nivel mundial del 4-6% de cepas con heteroresistencia a
Vancomicina en SCN. En el INPer los SCN son los agentes aislados con mayor
frecuencia en sepsis neonatal de orden nosocomial, y el tratamiento de eleccién es
Vancomicina; entonces se espera que en el INPer existan cepas heteroresistentes en el

mismo 6% que se reporta a nivel mundial.

ESTA TESIS NO SALE
DE LA BIBLIOTECA
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MATERIAL Y METODOS.
El presente estudio se dividid en dos partes:
1) La primera parte consistié en la identificacién de cepas de SCN heteroresistentes
a vancomicina.
2) La segunda fase fue la blsqueda de las caracteristicas demograficas, datos
clinicos y de laboratorio de pacientes con diagndstico de Sepsis.
Realizado en el Instituto Nacional de Perinatologia en el laboratorio de
microbiologia Se obtuvieron los registros de los pacientes con aislamientos de SCN
en hemocultivo y LCR a partir del afio 2002 y se procedié a la identificacién de
pacientes neonatos para la posterior consulta de los expedientes de estos pacientes
en busca de los siguientes criterios:
1)CRITERIOS DE INCLUSION
Se incluyeron todas las cepas aisladas a partir de Sangre o LCR de pacientes
hospitalizados en la Unidad de Cuidados Intensivos neonatales con diagnostico de
sepsis que se encuentren viables y que clinicamente presentaran sepsis tomando como

datos positivos para el diagndstico de Sepsis:
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a) Leucocitosis o leucopenia,

b) Bandemia, relacién de bandas/neutréfilos de 0.20 (mas de 10% de bandas totales
y leucocitosis arriba de 12,000 o menor a 4000)

c) Fiebre o hipotermia

d) Nutricién parenteral total mas de 14 dias.

e) Trombocitopenia

f) Desarrollo de sindrome de Dificultad respiratoria,

g) Taquicardia en ausencia de fiebre..

h) Presencia de acidosis metabdlica,

i) Apnea

j) Cianosis

k) Estancia hospitalaria mayor a 48 hrs.

2) CRITERIOS DE EXCLUSION

a) Aislamiento de mas de un microorganismo

b) Aislamiento sin datos clinicos de sepsis

c) Pacientes con tratamiento antibidtico

d) Recién nacido con al menos 15 dias de tratamiento antimicroﬁiano previo al
éislamiento

e) Expediente incompleto.

f) Pacientes que no hayan recibido tratamiento con Vancomicina pese al
aislamiento obtenido.

21




VARIABLES EN ESTUDIO .Variables cualitativas categéricas: Sensibilidad
antimicrobiana: Sensible o heterorresistente.

Variables dependientes: heteroresistencia; Sepsis, tiempo de evolucién. Infeccién
nosocomial

Variables independientes: Crecimiento en presencia de vancomicina, Fiebre,
hipotermia, taquicardia, acidosis, apnea, cianosis, trombocitopenia. Estancia hospitalaria

mayor a 48 hrs.

Una vez identificados estos pacientes, se realiz6 la busqueda de aquellos que hubiesen
tenido aislamiento ya sea en muestra de Sangre o de Liquido cefalorraquideo (LCR) y
de estos se seleccionaron tnicamente aquellos cuyo reporte microbiolégico
correspondia a un SCN. Posteriormente se realizé una resiembra en Agar Sangre de
Carmnero de dichas cepas con el fin de corroborar la vialidad. Se corroboré la
identificaciéon de las cepas por medio de pruebas bioquimicas: Sacarosa, lactosa,
manosa, trehalosa, fructosa, xilosa, urea, y manitol, ademas de coagulasa y se
corrobord tanto el aislamiento unico ademas de corroborar con el aislamiento inicial la
subespecie de SCN Se recabé del sistema de base de datos en el INPer (sistema- AUD)

el perfil de sensibilidad.
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La recuperaci.()n de cepas se realiz6 bajo el siguiente procedimiento:

1. Se sembraron las cepas en el medio de cultivo de Sangre de Carnero para posterior
incubacion en estufa de CO2 a 370C durante 18 hrs.

2. Se Realiz6 identificacion mediante pruebas bioquimicas con azucares: Maltosa,
manosa, sacarosa, fructosa, threalosa, xilosa, asi como manitol y caldo y se incubaron a
37° durante24 hrs. Revisar el crecimiento de cepas viables y puras.

Estudio ‘de heteroresistencia a Vancomicina Debido a la naturaleza heterogénea de
las cepas resistentes a meticilina (es decir el nivel de resistencia varia de acuerdo a las
condiciones del cultivo y al uso de antibiéticos betalactamicos usados), asi por ejemplo
la temperatura de 37oc a 430C favorece un patron.de heteroresistencia y suprime por
completo la resistencia. Basados en este hecho, la busqueda de heteroresistencia se
realizé6 a partir de aislamientos cultivados a 37oc en Gelosa Sangre de Carnero e
identificados como SCN para posteriormente ajustarlo a una concentracién a 1 en el
Nefelometro de Mc Farland misma que se utiliz6 para inocular dos placas de Gelosa
infusiéon cerebro corazén (BHI) las cuales fueron previamente preparadas con

Vancomicina a razén de 4mg por litro, colocando posteriormente un disco de
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Aztreonam de 30 pg sobre la placa de BHI dentro de los cinco minutos de la
inoculacién; para ser leidas 48 hrs después de la incubacién a 37°C. Aquellas cepas que
presentaron crecimiento alrededor del disco de aztreonam se consideraron como
candidatas a heteroresistencia a Vancomicina.

Se definieron como cepas heteroresistentes aquellas con crecimiento en presencia de
vancomicina a 8 yl16pg/1

Prueba de estabilidad a Vancomicina de subcolonias resistentes a vancomicina
Las colonias de las cepas que crecieron en gelosa BHI conteniendo 4 mg de
Vancomicina por litro se prepararon para la estabilidad de resistencia. Estas colonias se
cultivaron cinco veces en forma consecutiva en Gelosa Sangre de Carnero libre de
antibiético, subsecuentemente la resistencia a Vancomicina se probé por 40 pl de plata
de una suspension con una equivalencia de turbidez equivalente a 2 McFarland sobre
una placa de BHI conteniendo 0,2,4,8,16 pg por litro.

Una vez hecho esto se toman como positivas para heteroresistencia a aquellas que
crezcan a concentracion de 8 y 16pg de Vancomicina.

Posterior a esta se procedié .a identificar aquellos pacientes cuyos datos
correspondieron a las cepas con desarrollo de heteroresistencia.

Analisis estadistico.

Se presenta analisis de estadistica descriptiva.
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RESULTADOS:

Se encontré registro de 182 pacientes con aislamiento de hemocultivo positivo para
SCN, de los cuales se obtuvieron 68 (37%) cepas viables y puras, de las cuales, 35
(51%) cumplieron con los criterios de inclusion .

Caracteristicas demograficas (ver tabla en anexo)

El promedio de dias de estancia hospitalaria previos a los sintomas de Sepsis fue de
16.4, En cuanto a la Edad gestacional el promedio fue de 33 semanas, con un rango
entre 28-39, y la moda fue de 30 SDG.

42% (n 15) de los pacientes tuvieron peso menor a 1500 gramos, y entre los que
desarrollaron heteroresistencia un 50% (n 1). De los pacientes a quienes se aislaron
cepas susceptibles 45.8% de los pacientes tuvieron este peso.

En 97% de los pacientes la fuente del aislamiento fue el hemocultivo, en 5% fueron
ambos y en 3% sélo de LCR.

En cuanto a las caracteristicas clinicas de sepsis se presenta a continuacién en la
siguiente tabla los hallazgos encontrados de los pacientes que presentaron

heteroresistencia.
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Caracteristicas demograficas de los pacientes con heteroresistencia

PACIENTE 1 PACIENTE 2

Peso <1500 Gramos 1500 a 2000
gramos

Dias de estancia intrahospitalaria 6 17
Edad gestacional 30 sdg 36
Leucocitosis o leucopenia 35000 1800
Bandemia RBN 0.20 (mas de 10% bandas 0.1 0.20
totales)
Fiebre o hipotermia. si Si
SDR si Si
Taquicardia 180x' 160x'
Acidosis metabdlica Si * si*
Apnea si Si
Cianosis si si

* Dato s6lo referido por médico en expediente sin reporte del mismo.

26




DISCUSION

Ya se ha comentado ampliamente sobre el papel que tienen los SCN como causales de
sepsis severa, en unidades de cuidados Intensivos, sobre todo Neonatales. Se han
disefiado diferentes métodos (7) para la busqueda de heteroresistencia a vancomicina,
sin embargo el método tnico que ha demostrado utilidad es el de microdilucién en
Agar BHI disponible para predecir el comportamiento de estos agentes
microbioldgicos.(30,31) Dichos estudios han logrado demostrar una elevada prevalencia
de infecciones nosocomiales con SCN y se les ha responsabilizado de cuadros severos
donde las manifestaciones mas importantes y evidentes son el desarrollo de Apneas,
bradicardia, e inestabilidad en la temperatura, tal como se observa aqui; un estudio
realizado por Vermont (31) en neonatos prematuros encuentra en concordancia con el
trabajo presente que la acidosis metabdlica persistente es uno de los datos que mas
cominmente se encuentran en pacientes con infeccidn sistémica severa provocada por
SCN vy el asilamiento a partir de LCR demuestra en algunos estudios prospectivos que
las infecciones por SCN son severas e invasivas en los neonatos prematuros que, por

definicion son vulnerables a este tipo de agentes.
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Lo recomendado por el CDC como conducta una vez que logra identificarse la

existencia de alta capacidad de resistencia en Staphylococcus debe tomarse en cuenta

las siguientes medidas ante un aislamiento de SCN con MIC >4mcg/ml (44)

SITUACIONES EN LAS QUE DEBE SUSPENDERSE EL USO DE

VANCOMICINA.

a)
b)
)
d)
e)
f)
g
h)
i)
7
k)

D

Uso rutinario de vancomicina como antibidtico profilactico.
Pacientes quirtirgicos sin antecedentes de alergias a betalactamicos
Neonatos de peso extremadamente bajo al nacimiento.
Pacientes con dialisis

Pacientes con neutropenia.

Pacientes con catéter venoso central

Tratamiento antimicrobiano empirico

Pacientes con neutrop;enia y fiebre

Cultivo unico periférico con aislamiento de SCN

Pacientes colonizados con S. aureus

Pacientes con infeccion por Clostridium dificcile

Pacientes con infecciones con gérmenes susceptibles a otros antibioticos.
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Las recomendaciones que emite el CDC para el manejo de pacientes gravemente
enfermos con infecciones sistémicas

DE LABORATORIO.

Asegurarse del aislamiento de gérmen tinico en estos cultivos.

Usar MIC con unas de las siguientes técnicas: a) microdilucién, dilucién en Agar,
Difusién en Agar.

Volver a probar el aislamiento cuando sea posible.

CONTROL DE LA INFECCION.

En Norteamérica notificar al CDC.

Aislar al paciente.

Disminuir el nimero del personal que atiende al paciente indice.

Localizar la fuente de la infeccién

Monitorizar contactos

Usar material de bioseguridad.
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En dichos estudios una vez que se identifica la presencia de heteroresistencia se busca
genotipificacién de las cepas, encontrando las cepas patdgenas aisladas a partir de las
manos y fomites del personal que atiende las UCIN y encontrando diseminacién
intrahospitalaria, lo mas preocupante es que estas clonas permanecen por periodos

prolongados en las UCIN .

La principal limitante del presente estudio es la muestra de cepas tan pequefia una vez
que se logré tener pureza y viabilidad, lo que reduce las posibilidades de asociacién
entre eventos adversos y presencia de heteroresistencia.

Una vez que en este trabajo se ha encontrado la presencia de cepas con heteroresistencia
existentes en la UCIN el siguiente paso es ampliar la muestra para obtener resultados
mas confiables y paralelamente buscar clonalidad de estas cepas; lo que incrementaria la
relacién entre la observacion del comportamiento de estos patégenos con el desarrollo
de resistencia primaria.

Los estudios sobre epidemiologia molecular han utilizado
varios métodos de tipificacion demostrando alteraciones tanto fenotipicas como
genotipicas, sin embargo tienen mayor repercusion las variaciones genotipicas que las
fenotipicas, el presente estudio puede servir como base una vez encontradas las cepas

con heteroresistencia, para busqueda de clonalidad.
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ANEXOS
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Anexos graficos

Grafico 2. Fuente del aislamiento
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En este grafico se muestra el 92% de los aislamientos de

Grafico 3 Presencia de acidosis metabélica

1
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En este grafico se compraran la presencia de acidosis metabdlica entre los diferentes grupos.

Se encontré como signo clinico predominante entre los pacientes con heteroresistencia
comparados con los pacientes que solo desarrollaron satelitismo y aquellos que fueron sensibles a
Vancomicina




Figuras 1,2 y 3 Cepas de Staphylococcus coagulasa negativa con heteroresistencia
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